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ヒ ト B 型肝炎 ウ イ ル ス くbepatitis B viru s， HB Vl を は じ め と す る へ パ ド ナ ウ イ ル ス 科
くhepadn a virida el ゲ ノ ム に は， 共通 して 4 つ の ope n re adingfr a m e sくO R Fslが 存在す る． その 中で X－




で ある ． H B V感染
に ひ き つ づ く肝炎，肝硬変， 肝細胞癌 と い っ た病理 学的変化 に お ける H B Vの 役割の 分子 生物学的 レ ベ ル で
の 解明 に は ， H B V ゲノ ム の 塩基配列及 び蛋白の情報 と機能の 解析が 一 つ の 有 効な 方向 で あ る． 中で も X
遺伝子産物は， い く つ か の 証拠か ら， 重 要な機能 を有 し てい る こ と が示 唆さ れ て い る ． 今回， X 遺伝子 産
物の 機能解析の ため の 基礎的研究と して ， へ パ ド ナ ウイ ル ス 群に 属 し， 最 も発癌性 の 高 い ウ ッ ド チ ャ ッ ク
肝炎 ウイ ル ス くw o odchu ck hepatitis viru s， W H Vl の X 遺伝子産物 を， in viir o％現 系 に お い て産生さ
せ る こ と に 成功 した． W H V の X－O R F を大腸菌発 現 ベ ク タ ー pK K 223－3 の ta cプ ロ モ ー タ ー 及 び S hin e
Dalga r n oくS．D．1 配列の下流 に 順方向に 挿入 した プ ラ ス ミ ド pK XlO を大腸菌内に 導入 し， マ キ シ セ ル 法
に よ り発現さ せ た． S D S－P A G Eに より ， プ ラ ス ミ ド由来の 1 7 K d，11 Kd の 2種の 蛋白 を同定し た． フ レ ー
ム シ フ ト変異及 び欠損変異 を導入 した プ ラス ミ ドの 発現蛋白の 解析か ら， 17K d は X遺伝子産物， 11 K d は
C抗原 N 末端部分由来蛋白で あ る こ と を 明 らか に し た． 生成 した 3 5S－ メ チ オ ニ ン 標識 X 蛋白 を 用 い ，
W H V感染 ウ ッ ドチ ャ ッ ク血 清の 免疫化学的検索 を行 っ た と こ ろ， 何例 か で 抗 X 抗体 を検出した ． 非感染
群 で は抗 X 抗体 を鞄め なか っ た ． また X 蛋白の発現効率の向上 と操作 の 簡便化 の た めに ， S P 6 R N A ポ リ
メ ラ ー ゼ， ウサ ギ網状赤血球 ライ セ ー トを用 い た よ乃 びよ如 転写一朝訳系に よ り， 無細胞的に X 蛋白の産生
を行 っ た と こ ろ， 高収率で X 蛋白が得ら れた ． 生成 X 蛋白を用 い 血清の免疫学的検索を行 っ た と こ ろ， 大
腸 菌系に 比 べ ， よ り高感度な結果 を得た ．
Key w o rds W o odchu ck hepatitis vir us， X pr otein， e Xpr eSSio n v e ctor，
im m u n opr ecipitatio n
ヒ ト B 型肝炎 ウイ ル ス くhepatitis B viru S， H B Vl
は， 主 と して血 液 を介し て 感染 し， 肝炎 を発症 させ る
D N A ウイル ス で あ る． H B V感染 と し て ヒ ト肝細胞痛
く肝癌うの あい だ に ， 密接 な因果関係が あ る こ と は疫学
的に 明 らか とな っ て い る り． しか し ヒ ト肝癌の 発生機
序に お い て， H B V が実際 に い か な る役割 を担 っ て い
る か に つ い て はほ とん ど不明で あ る
．
H B Vを は じめ， ウ ッ ドチ ャ ッ ク2I37， 地リ ス 4I， 北京
ア ヒ ル5つな ど か ら それ ぞれ 肝炎 ウイ ル ス が 分離さ れ て
お り， こ れ らは へ パ ド ナ ウイ ル ス 科 くhepadn a virida e
う と して 分類 され てい る． これ らの ウイ ル ス 粒子中に
は， 3200塩基 対前後の 不 完全 二 重鎖 D N A一 分子 が存
在 す る． へ パ ドナ ウイ ル ス D N A 上に は それ ぞ れ の ウ
イ ル ス に 共 通 し て 4 つ の ope n r e ading fr a m e s
くO R Fsう が 存在 してお り， 長さ， 相対的位置， 構造な
どは よ く保存さ れ て い る． こ れ らの O R F は各々S． P．
A bbre viatio n s ニbp， ba sepairsi D H B V， du ck hepatitis B viru sニ G S H V， gr O u nd squirr el
hepatitis vir us三 H BV，hepatitis B vir us三王gG，im m u n oglobulin G三 k bp， kilobas epairsi O R F，
OPen re adingfr a m eニS D S－ P A G E， S Odiu m dodecyls ufate－pOlya crylamide gelele ctrophoresis三
S V 40， Simia n vir us40i W H V， W OOdchu ck hepatitis viru s．
ウ ッ ドチ ャ ッ ク 肝炎ウイ ル ス X 遺伝子産物 の 発現
X領域と よ ばれ て い る6ン．
S 領域 に は 3 つ の 翻訳 開始 A T Gコ ド ン が あ り， こ
の う ち最後の A T Gコ ドン か ら は じま り， 約 220 ア ミ
ノ 酸残基 の ウイ ル ス 粒 子表面抗原 くS抗原I を コ ー ド
する の が S遺伝子 で あ る． C 領域 は， ウイ ル ス 粒子 内
部に 存在す る コ ア抗 原を コ ー ドし て い る ． P領域 は ゲ
ノ ム の 約 3ノ4 の長さ をも ち， S， X， C の 各領域と解読
枠をずら して重複 して い る． こ の 領域の コ ー ドす る ア
ミ ノ酸配列の 比 較 か ら 逆転写酵素と考 えら れ て い る ．
X 領域 は， 約 140 ア ミノ 酸残基 の 蛋白を コ ー ド して
い る ． 最近に な っ て H BV キャ リヤ ー の 肝細胞お よ び
血清中 で ， X 遺伝子 産物産生の 履歴 が同定 さ れ て い
る7 刷 が， そ の 機能等 に つ い ては ほ と ん どわ か っ て い な
い
．
筆者 ら は先に ， へ パ ドナ ウイ ル ス 科の な か の 各々 の
ウイ ル ス ゲ ノ ム の X 領域 の塩基及 び ア ミ ノ 酸配列 を
比較し， HB V 亜 型相互 と， リ ス肝炎 ウイ ル ス け ッ ド
チ ャ ッ ク肝炎 ウイ ル ス ， W O Odchu ck hepatitis viru s，
W H Vi と 地 リ ス 肝 炎 ウ イ ル ス ， gr O u nd squirr el
hepatitis viru s， G SHVl 間で は X 蛋白の 変異速度 に
若干の 遠い が ある こ と を見出し た3I． こ れ は， 他の 3つ
の O R Fに はみ ら れ な い 特性で あ る ． へ パ ド ナ ウイ ル
ス科内の 各ウイ ル ス は， 発癌性 をは じめ と した病理 学
的性質 に 大き な違 い が み られ る
．
へ パ ドナ ウイ ル ス は
が ん遺伝子 を も っ て い ない た め， 発が ん が ウイ ル ス ゲ
ノ ム 中の 4 つ の 領域 の D N A 又 は蛋 白の構造の差異 に
起因す る と考 え るの は有理 で あ る． 中で も機能未知 の
X 蛋白に は特に 興味が も た れ， その 基本的性質の 記載
や機能の 同定 は焦眉の 課題 で あ る．
筆者は ， H B Vの 良好な モ デル と され る W H Vの X
領域 を， 大腸菌発 現 ベ ク タ ー に 導入 し， 正己 ひ徳和 で非
融合型 くn o n－fu s edl で full le ngth の X 遺伝子 産物 の
産 生 に 成功し た． 生成 した 35S－メ チ オ ニ ン 標識 X 蛋白
を用 い て ウ ッ ドチ ャ ッ ク血清内の 抗 X 抗体の 存在 を
免疫化学的に 検索 した と こ ろ， W E Vマ ー カ ー 陽性 の
血 清の 約半数で 抗 X 抗体 を検出 し， 陰性血清 で は検出
さ れ な か っ た ． また ， X 蛋白の 産生 効率の 向上 と操作
の 簡便化の た め， S P 6依存性発 現 ベ ク タ ー 内 に X 領域
を導入 し， S P 6 ポ リメ ラ ー ゼ， ウサ ギ網状赤血球ライ
セ ー トを用 い て ， 無細胞 くc ell fr e el 的に X 蛋白を塵
生さ せ た．
材料お よ び方法
I ． プ ラ ス ミ ド， バ クテ リ ア 種， 酵素 類お よ び試薬
大腸菌の ラク ト ー ス オペ ロ ン の 一 部 を大腸菌 トリ プ
トフ ァ ン オ ペ ロ ン の 一 部で 置換 し た ねC オ ペ ロ ン引 を
持つ 大腸 菌発現 ベ ク タ ー ， pK K 223－3くP ha r m a cia 社，
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米国うを， W H V の X遺伝子 の大腸菌内で の発現に ，
また ， バ ク テ リオ フ ァ ー ジS P 6の ， S P 6 R N A ポ リメ
ラ ー ゼ に 厳 密 に 特異的 な S P 6プ ロ モ ー タ ー を も つ 発
現 ベ ク タ ー pS P65くAm er sha m 社， 英 国lを X 遺伝 子
の無細胞的な轟現に それ ぞ れ用い た． pW H 81 は， 先 に
筆者 らが 全塩 基配列を決定し たク ロ ー ン W H V23増 ，
pB R325の Ec o RI部位に 挿入 した プラ ス ミ ド で， X
領域 を含む D N A断片 を切 り出し て発現 プラ ス ミ ド を
作製 す る の に 用 い た． プ ラ ス ミ ド は す べ て 大腸菌
C 600r－m 一 種 に て 調製 した．
用 い た 大 腸菌 は， C 600r．m － くF－ ， ま如 －1， ねぴB6，
hlCY．， tO nA21， S84，E抽 入．l， JM lO5くム hl砂 rv， ihi，
StrA， e nd A， SbcB1 5， hsd R 4， F
，im D 36
， ProA B， hlC





u urAI， S G12036くC 600， lo n V Ebt， Sul A， V
thr－，leu．1の 4種で ある． 制限酵素 Ba mH I， EcoRI，
H ind III， N he I， Pst I， Pv uI， Pv uII，Sal I， X ba
I お よび T4 D N Aリ ガ ー ゼ は宝酒造か ら， 制限酵素
A lu I， Nc oI， Sm aI は和光純薬か ら， 制限酵素
Sph I は Bo ehringerM a n nheim 社 く西独l か ら それ
ぞれ 購入 し た． pMS Gプ ラ ス ミ ド は P ha r m a cia 社，
L－ 3 5S－ メ チ オ ニ ン くン1000 CiJIm m olつ， a ． 3 2P． UT P
くD800 Cilm m ollは， Am er sharn社 から， Pr otein A
Sepha ro seは ， Pha rm a cia 社か ら購入 した．
H ． バ クテ リア の 生 育， マ キ シ セ ル の 調製お よ び標
識蛋 白の 発 現
大腸菌発現 プ ラ ス ミ ド pK XlOく図 い を大腸菌，
N 17－9種 に 導入 後， M 9C培養液 10mlく11中に リ ン
酸 ニ ナ ト リ ウム 6g， リ ン 酸 一 カ リ ウム 3g， 塩化 ナ ト
リウ ム 0■5g， 塩化ア ン モ ニ ウム 1g， 硫酸 マ グ ネ シ ウ
ム 2 m m ol， 塩化カ ル シ ウム 0．1 m m ol， グル コ ー ス 2
g， C a S a min o a cids， Difc o社， 2g を含む1 に 懸濁 し，
37
0
C に て振 と う 培養 した
．
35 klett u nit にま で 生育
後， 菌液 を 5mlず つ ガ ラ ス シ ャ ー レ に 分取 し紫外線
く20声Wノc m2うを 2分間照射 した ． 照射後， 菌液 を さら
に 37
0
C に て 一 晩振とう 培養 を続け た後， 遠心 し， 沈澱
さ せ た 菌 体 を M 9＋ 培 養 液 亡M 9 C培 養 液 か ら
C a Sa min o a cids を除い た もの12 mlに 再懸濁 し， 370C
で 1時間培養 し， 含硫アミ ノ 酸 を枯渇させ た． ひ き続
き 10メイCiの
3 5S－ メ チオ ニ ン を培養液に 添加， 1時間後
遠心 に よ り菌体 を回収 し， 水冷 1ノ2 M9溶液に て 3 回洗
浄 し た ． S D S－P A G Eに 使 用 す る 場合 は ， La e m mli
S a mplebuffer
l Olに 懸濁 し， － 20
O
C で 保存 した． 免疫沈
澱 に 使用 す る場合 は， 直ち に 溶薗液 を調製 した ．
HI． 溶菌デ夜の 調 製
一 部を除 き Kay らの 方法別 に 従っ て 行 っ た ． 回収 し
た 3 5S－ メ チ オ ニ ン標 識 マ キ シ セ ル を エ ツ ベ ン ド ル フ
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チ ュ ー ブ に 移し， 25％ス ク ロ ー ス を含む 50m M Tris－
ClpH 8－0緩衝液0．45 mlに 懸濁 し た後， 10m gJml リ
ゾチ ー ム を含む同緩衝液 50ノ上1 を添加 し， 水 中で 5分
間放置 した ． 更 に 0．2 m M E D T ApH 8．0 を 0．1 ml添
加， 氷 中で 5分間放置後， 250m M p－ メ チル ス ル フ ォ
ニ ル フ ロ リ ド くPM S F12．4JLl，1 m glml Le upeptin 6
jLl， 1m gJ
I
ml Antipain 6JLl を添加 し5分間水冷 し，
菌体 内の プ ロ テ ア ー ゼ活性 を 阻害 し た． 最後 に 1ysis
buffe rく50m M Tris ． ClpH 8．Oi 25m M E D T Aニ
0．2％Trito nX．1001 ．5 mlを添加，30分水冷後，4，000
a
Pl
PK K 22 3－3
P2
玉
g に て 5分間遠心 して 上清 を得， もう 一 度遠心 して上
清か ら沈毅 を完全に 除い た．
IV ． 免疫沈澱 法
一 部 を除き Schwyz e rの 方法1い に 従 っ て 行 っ た ． 標
識 蛋 白 を 含 む 大腸菌溶菌液 1 ml． も し く はIysis
buffe r O．2 ml を加え た ウ サ ギ網状赤血球 ライ セ ー ト
10メ1に ， 血清 10月1を加 え， 37
0
C で 30分， そ の 後4 0C
で 一 晩放置 し， 抗原 一 抗体複合体 を形 成さ せ た． 反 応
液 に あ ら か じ め1ysis buffe rで 平衡 化さ せ て お い た
Protein A Sepha r os eO．5 mlを加 え， 室温 に て 2時間
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Fig－1－ Co n stru ctio n of E coli expre ssio npla s mids．
くalOutlin e ofthe m ajor stepsin c o n stru Ctio n of E colie xpr es sio n pla s mid， pK X 6
a ndpK X lO． くblD N As equ e n c esfr o m ia cpro m otertotr a n slatio ninitiatio n c odo n
Of XO R F． E， Ec oRI三 Sm ， Sm aIi B， Bam HIニ S， Sal I三 P， PstIi H， Hin d IIIニ
N， Nc oIi Pl， Pv uI三 P2， Pv uIIre strictio n e n zym e site s．
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振とう し ，複合体を 吸 着さ せ た． ビ ー ズを RIP A buffe r
く5Om M Tris ． Cl pH 7．5ニ150m M NaCliO．1％
S D S三 1％ Trito n X ．10 iO■5％Na－de o xycholateこ
1m M P M S F1 3ml で 3 回洗浄後， 遠心 に よ り ビ ー ズ
を回収 し， La e mmi is a mplebuffe rく62．5m M Tris
ClpH 6－8こ 2％SDSこ 5％2－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ニ
10％グ リセ ロ ー ル こ 0．1％プ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 1 2
ml を加え， 室温で 30分振とう し， 吸 着蛋白 を溶離 し
た． 遠心 に よ り 上清 を得， 50％ くwノvHl リ ク ロ ル 酢酸
0．2nl を加 え， 4
0
C で 一 晩保存 し， 蛋白 を沈澱さ せ た．
1 0
，
000g で 10分間遠心 し て沈 澱 を得， ア セ ト ン で 洗
浄し た． 乾燥 乳 La e m mlisa mple buffer 50JL18こ溶
解させ た ． 使用 ま で－20QC に て 保存 した．
V ． S D S． P A G 立 とフ ル オ ロ グ ラフ イ 一
棟識 蛋白 を含 む溶液 を加 え た La e m mli s a mple
buffer20JLlを， 95
O
C で 5分間加熱 した ． こ れ を 15％
S D S－ ポ リ アク リ ル ア ミ ドス ラ ブゲ ル に の せ ， 室温，150
V で ， 4 へ 6時間泳動し た． 泳動 後， ク マ ジブ リ リ ア
ン トブ ル ー に よ り蛋白 を染色後， E N3H A NC EくNe w
Engla nd Nucle ar社， 米 国l に よ り フ ル オ ロ グ ラ
フ イ ー を行 っ た工21． ゲル を乾燥後， 増感 ス ク リ ー ン 共存
下，－800C に て．．一 週間， X 線 フ イ ル ム くKodak 社， 米
国う に 感光さ せ た．
Vl． オ乃 びめり 翻訳お よ び 玩 乙融和 転写 反応
S P 6プ ロ モ ー タ ー を含む 発現 プ ラ ス ミ ド 20ノノg を，
挿入 X 遺伝 子 の 下 流 1 ケ所 を認識 す る 制限酵素 に て
開裂 し， フ ェ ノ ー ル ーク ロ ロ ホ ル ム 抽出， エ タ ノ ー ル
沈澱後乾燥し， 20JJlの T2 5El くpH 7．51 緩衝液に溶解
し， 鋳型 くテ ン プ レ ー り と した
．
鋳型 D N A IJLg を， S P 6 ポ リメ ラ ー ゼ くAm a r sha m
裾 10 U， 10m M Tris ． ClpH 7．5， 10m M MgCl2 ，10
mM spe r midin e， 50m M NaCl， A T P， G T P， C T P，
U T P各 1 m M， ヒ ト胎盤 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼイ ン ヒ ビ
タ ー くA m er sha m 社130 U，10m M ジチ オ ス レイ ト ー
ル を含む反応液 50ノ上1 と， 40
0
C で 2時間保温 した． 反
応後， フ ェ ノ ー ル ーC工AA くク ロ ロ ホ ル ム ニ イ ソ ア ミ
ル アル コ ー ル ニ 24こ 1 くVノVう1に て 1 回 ずつ 抽出， エ タ
ノ ー ル 沈澱 ， 乾燥後 ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ボネ ー トで処理
した蒸留水 20ノノHこ溶解 し， 使用 ま で－200C で保存 し
た． なお ， 転写産物量 を定量す る場合 は， 反応系に 3 2P－
U T Pく10pCilを添 加 して反 応さ せ た． 反 応後， R N A
リナ チ ュ レイ テ ィ ン グゲ ル に て電気泳動 し， 乾燥後 X
線フ イ ル ム に 感光さ せ 現像衡 デ ン シ トメ ー タ ー く島
津社 CS－900 型うに よ り定量 した
．
才乃 即才知 翻訳反応 は，
非標識 X－ m R N A IJLg を， ウサ ギ網状赤血球 ライ セ ー
ト2ロメ1，
35S－ メ チ オ ニ ン 10声Ciを 含 む 反応液 40声1
と， 30
O
C で 1時間保温 させ て行 っ た ． S DS－P AG Eに 用
い る場合は， La e m mlis a mplebuffer添加 に よ り反応
停止 した． 免疫沈澱 に 用 い る場合は， 水冷 して 反応停
止後， 使用 まで － 200C で保存 した． なお ， 無細胞 X 発
現 系の 対照群 と して ， W H V C遺伝子 を pS P 65に 挿入
した発現 プ ラ ス ミ ド pS PC を用い た1引 ．
成 績
王 ． 大腸菌発現プ ラ ス ミ ド pE X 6， pK X lOの 構成
W HV の X 遺伝 子 を大腸菌内で発現 さ せ る た め の
発現 プラ ス ミ ド pE X 6， PK X lO は， 大腸菌由来の 加
プ ロ モ ー タ ー を持つ 発現 ベ ク タ ー bK E．223
－ の ポ リ リ
ンカ ー 部位 内に ， W H V2 の X 領域 141 ア ミノ 酸残 基
全て を コ ー ドする D N A断片 を挿入 す る こ と によ り構
成 し た． 加 プ ロ モ ー タ ー は ， 大腸菌 の 坤 プ ロ モ ー
タ ー の － 35配列と ぉc U V 5 プロ モ ー タ ー の － 10配列
を融合さ せ た ハ イ ブ リ ッ ド ． プ ロ モ ー タ ー で ， 強 い 転
写活性を有 す る． これ まで の H B V の X遺伝子 の大腸
菌内で の 発現系は， S V 40 V P 2蛋白刀， 大腸菌P－ ガラ
ク ト シ ダ ー ゼ蛋 白8 佃 ， 大腸菌ア ン ス ラ ニ ル 酸 シ ン タ ー
ゼ蛋 白1 5切 N 末端部分 と X 蛋白との融合蛋白の 産生
系であり， 翻訳開始 A T Gコ ド ン は X 蛋白の もの を用
い て お らず， X 蛋白の N 末端 か ら 9ノ ー 22残基 を 欠い
た もの で あ る
．
しか し， 筆者の 系で は， 翻訳開始 コ ド
ン は W H V X遺伝子 の第 1位の AT Gコ ド ン を使 用
する こ と に な り， 融合 して い な い くn o n－fu sedl， ful 1－
1ength の X 蛋白が産生され る と考え られ た．
図1 に pK X 6， pK X lO の作製手順 を示 す． pW H81
を Nc oI で部分消化 し， X 遺伝子 の N 末端の Nc oI
部分か ら pB R 325の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル
トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ くCm El遺伝子 の Nc o工部位 まで
1．9 k bp の D NA 断片 を切 り 出 し た後， 基 質存在下
K le n o wfragm e nt によ り repair し， H in d IIIに て 消
化， X 遺伝子 全て を含 む668bp の D N A断片を得た ．
これ と は別 に ， 発現 ベ ク タ ー pK K 223－3 を Ec oRI消化
し た後， これ を2 つ に 分け， 一 方 はヌ ク レ ア ー ゼ S． 処
軍軋 他 方 は 基質存在下 Kle n o wfragm ent によ り
repair し た ． 両者 を H in d III消化 し， こ れ に 先 の
W H V 668bp 断片 を T4 リ ガ ー ゼ に よ り挿入， 閉環し
た． ベ ク タ ー の n u cle a seS． 処理 又 は r epair 処理 に よ
り， ベ ク タ ー 内S hine－ Dalga rn 0配列 くA G G Alか ら X
遺伝子 の A T Gコ ド ン ま で の 間が ，6bp と 10bp の 二 種
類 の プ ラ ス ミ ド pK X 6， pK X lO が そ れ ぞれ作製 さ れ
た
．
な お ， 転写終結は ，挿入 配列下流の r r乃B TIT2 タ ー
ミネ ー タ ー 川 に よ り行われ る．
工王 ． マ キ シ セ ル 法 に よ る W E Y X遺伝子産物 の 発
現
発現 プ ラ ス ミ ド pK X 6， pK X lOを大腸菌JM lO5に
250
導入 した． 加 オペ ロ ン は，JM lO5の よ う な わciQ宿主
内で は抑制 くr epre sslされ て お り， IP T Gくis opr op yl－
P－D－thiogala cto sideト添加に よ り脱抑制 くder epr es sl
され る91
． pK X 6， pKXlO形質転換JMlO5 を，IPT G存
在下， 非存在下 で 3 5S． メ チオ ニ ン に より パ ル ス 標識 を
行 っ たが ， X 遺伝子挿入 に起 因す ると 考え られ る バ ン
ド は認め られ なか っ た く結果示 さずI． 外来性遺伝子 を
大腸菌内で発現 させ る と， 内在性 プ ロ テ ア ー ゼ活性に
よ り分解さ れ， 見か け上 の 発現量が低下す る こ とが観
察 され てお り1 7I， 形質転換JM lO5内で ， X 遺伝子 産物
特異的な バ ン ドが 認め られ な い こ との 原因と して ， こ
の 可能性が考え られ た．
プ ロ テ ア ー ゼ 欠損 くわ 灯さ 株で あ る大腸菌S G 12036
に ， pK X 6， pK X lOを導少 し， パ ル ス 標識後， 生成蛋
白をJM lO5の 結果と比較 し た が， X 遺伝子 産物特異
的な バ ン ド は認め られ な か っ た く結果示 さ ずン． この こ
と か ら， 内在性プ ロ テア ー ゼ 活性に よ る分解 の 可能性
は否定さ れ た．
次 に ， マ キ シ セ ル 法1鋸に よ る 発現 を試 み た ． 柁CA，
u v rA の宿主 N 17－9に ， pK X 6， pK XlO を導入 し， 常
法に 従 っ て 35S－ メ チ オ ニ ン に よる標識 を行い ， 発現蛋
白 をS D S－P A G Eに よ り解析 した く図21． pK X lO の
場合， 3つ の バ ン ドが 同定 され た ． こ の う ちも っ と も
大き い 27K d のバ ン ド は， 夙 ラ ク タ マ ー ゼ くろ由Iに よ
るも の で， pB R 328 の ゐ血遺伝子産物 の バ ン ド と 一 致
す る． 17 K d のバ ン ドは， X 遺伝子産物 の分子量 が その
ア ミ ノ酸配列 か ら 15，195 と推測 さ れ る こ と か ら， X
蛋白 に よ る も の と考 え られ る． ま た， 11 E d のバ ン ド
は， C遺伝子 の N 末端由来の蛋白で あ ろう と推測さ れ
る． 発現 ベ ク タ ー pK K 223－3 で は， ゐ肋 蛋白の 27 K dの
バ ン ドの み で ある こ と か ら， pE X lOの 付加的な 2本の
バ ン ドは， 新た に 挿入 W E V配列由来で あ る こ とも こ
の 裏付け とな る． pK X 6の 場合， 17Kd の バ ン ド は認め
ら れ ず， こ の こ と か ら， S hin e．Dalga rn 0配 列 か ら
A T Gコ ドン ま で の 間が， 6bp で は短か す ぎ，10bp が適
当であ る こ とが明 らか と な っ た ．
nI
． pK X lO由来変異プ ラ ス ミ ド の 作 製と 発現 蛋 白
の 解析
plくX lOに よ り産生さ れ た 17 K d， 11 K dの 2 つ 蛋 白
が X 蛋 白及 び C 抗原 N 末端部分由来蛋白で あ る こ と
を 確認 す る た め に ， pK X lO内 の W HV 断片内 に フ
レ ー ム シ フ ト変異及 び 欠損変異 を導入 し， 産生 蛋白の
変化を解析 した．
まず， pK X lO の Nc o工部位 を開裂 し， 基質存在下
Kle n o wfragm e nt によ り r epair した後 ， T． リ ガ ー ゼ
に より閉環 し， フ レ ー ム シ フ ト． プ ラス ミ ド pE X lO．N
を作製 した く図 3う． X 遺伝子 は， 1503位 の AT Gコ ド
玉
ン か ら翻訳 が開始さ れ， 1926位の T A Aコ ド ン によ り
翻訳 が終結 する ． しか し，17 41位の Nc o工部位 に ＋ 1
の フ レ ー ム シ フ ト を導入 す る と， 1 802位 に 祈 らた に
T A Aコ ド ン が 出現 し て こ こ で翻訳が 停止 する ． その
た め， 産 生さ れ る蛋白は約 30％短く な り， また ， メ チ
オ ニ ン コ ド ン も 4 から 1 へ と減少 す るた め ， 放射性標
識畳 も大幅 に 減少 す る こ と が 予 想 さ れ る． pK XlO－ N
マ キ シ セ ル 法 に よ り蛋 白発現後， S D S－P A G Eで 解析
し たと こ ろ く図 4フ， 予 想通 り 17K dの バ ン ドが 消失し
た
．
次 に ， pKXlOの H in d III部位 を開裂 し， r epair 後
閉環 し pE．X lO－H を制作 した く図3う． こ の プ ラ ス ミ ド
は， pK X lOに 比 べ Hin d III部位が ＋ 1 の フレ ー ム シ
フ トを起 こ して い る の で， pE X ル N と同様 な機構で ，
C 遺伝子 と ベ ク タ ー との 結合部位の フ レ ー ム の ずれ に
よ り， 1 1 K dの バ ン ドが 消失 する はず で あ る． 図4 に 見
られ る よう に ， 予想通り 11 K d のバ ン ドが 消失し， よ り
低分子 域 に 新た に バ ン ドが 生成 した． なお ， こ の レ ー
Fig．2． S D S－P A G Eof e xpre ssio n pla s mid－C Oded
pr otein sin m a xi－ C ells． Tw e nty JLl ofc ell lys ate
a r e ap plied to e a ch la n e a nd ele ctropho re sed in
15％ くwノvJS D S－pOlya c ryla mide gel． As sho wn
inla n e
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，tW Oba nds w er edete cted du eto
theins e rtion ofthe W HV D N A fragm ent． T he
n u mber sくK dJo ntheleftindic ate the po sition of
Siz e m a rkerpr otein s．
ウ ッ ド チ ャ ッ ク肝炎ウ イ ル ス X 遺伝子産 物の 発 現
ン で ， 17K dバ ン ド が pK X lO のも の に も 比 べ や や ブ
ロ ー ド に な っ て い る が， こ の 理 由は 不明 で ある
．
さ ら
に， PK XlO を Ba m H I， Nco I で 開環 し， repair 後閉
環して pK XlO．B N を作製し た く図3 1． こ の プ ラス ミ
ドは， 加 プ ロ モ ー タ ー 領域全 て を 欠損 して い るた め，
も し17K d と11 K dの 蛋 白が W H V断片 を含 む同 d
の m R N A から， ポ リ シ ス ト ロ ニ ッ ク な機構 で 産 生さ
れ て い る な らば ， こ の pK X lO－B N で は， 両者と も に 消
失す るは ず で ある． 図4 に示 す通り， 予 想通 り の 結果
が得 られ た．
以 上 の 結果か ら， 17 K dの バ ン ドは X 遺伝子 産 物，
11 K dは C 抗原 N末端由来蛋白で あ り ， 両者は 同 一 の
mR N Aか ら ポ リ シ ス ト ロ ニ ッ ク な機構 に よ り産生さ
れ る こ と が 明 らか と な っ た ．
IV． 標識 X 蛋 白 を用い た血 清中抗 X 抗体 の 検索
W 王i Vが ウ ッ ドチ ャ ッ ク に 感染後， 実際 に X 蛋白が
産生 して い る と すれ ば， 血 清中に 抗 X 抗体 が検出さ れ
る可能性が ある ． マ キ シセ ル 法 に よ り標識 X 蛋白を産
生後， 大腸菌 を溶菌 し， W Hs抗原 陽性， W Hs 抗体陽
性ま た は， 正常の ウ ッ ド チ ャ ッ ク 血 清を加 え免疫沈澱
し， Pr otein A Sepha ro s eを用 い て 抗原抗体複合体 を
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腸菌ラ イ セ ー ト を用 い た場合， 特異的な蛋白の 沈澱 は
認 め ら れ な か っ た く結果 示 さ ずう． W Hs 抗 原 又 は
W Hs抗体陽性 の 血 清の う ち5例で， 抗 X 抗体 と の 複
合体形成 に よ り X 蛋白が 回収さ れ， 17K dの 位置 に バ
ン ドが検出さ．れ た く図5 レ ー ン 2， 3， 41． 同時 に ，
W Hc 抗体に よ り 回収 され た と 考え られ る 11 K dの バ
ン ド も 6例 で認 め られ た
．
大 腸菌 ラ イ セ ー トで は，
27 K d， 17 K d， 11 K dな ど多数の バ ン ドが検出 さ れ る
く図5 レ ー ン 1うが ， 血清と の 免疫沈澱に より 回収 され
る の は 17 K d， 11Kd の み で あ り， しか も両者の 回収量
比 が血 清 に よ り異な る こ と か ら， この 免疫沈澱 は特異
的な もの で あ る と考 えられ る
．
また ， H Be 抗原陽性，
H Bs 抗原陽性， 及 び正常の ヒ ト血清を用 い て ， 同様 な
免疫沈澱 反 応 を行っ た く図5ン． そ の 結果， HB 血 清
マ ー カ ー 陽性 の もの で， 3例 中2例 に 於て 17 K dの バ
ン ドが検出さ れ， 正 常血 清で は何れ も17 E．d の バ ン ド
を認め なか っ た ． こ の こ とは， X 蛋白 と C 蛋白に は，
W H V と H B Vの 間で 各々共通抗原性がある こ と を示
唆す る．
次に ， W BV 関連血清 マ ー カ ー の 発現と抗 X 抗体の
検出結果 の 関係 を表 1 にまと めた． こ の う ち上 か ら 5
例 は， 剖検 に よ り肝細胞癌 を認 めた個体のも の で あ る ．
H in dlll
Hind 111
Kle n ow fragm ent
＋ d N TPs
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Fig． 3． Co n stru ctio n of fra m e－ Shifted pla s mids，pK XlO－ N a ndpK XlO－ H， a nddeletion
plas mid， pK X lO－B N． T he sta rting m aterial w a splas mid pK X l O． T he fr a m e－
shifted－Sites a r eindic ated a sthe v e rtic althick－1in es．
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respectiv ely． Fr o mthis re s ult． 17k da nd llk d
proteins w e rededu c edto X protein a ndtru n c ated
C protein ， r e Spe Ctiv ely．
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S 抗原陽性 の もの で は 8例中4例， S 抗体陽性の も の
で は2例中 1例 に 於て X 抗体を検出 した． こ の 中で ，
肝細胞癌 を発症 し た 個体 に つ い て は 5例中4例で 抗
X 抗体 を検出 した． また ， C 抗体 と X 抗体の 関連性に
つ い て は ， C抗体陽性 5例中4 例 で X 抗体 を， 逆に X
抗体陽性 5例中4例で C 抗体を検出 した． 一 九 W H V
関連 マ ー カ ー 全 て陰性 の も の で は ， 全例で抗 X 抗体は
検出さ れ な か っ た ． W H V関連 マ ー カ ー 陽性 の 血 清
が ， W H V感染後の 関連抗原抗体系の 変動過程の ， ど
の 位 置に あ るの か が不明 なの で ， これ 以 上 の 詳細な解
析 は で き な い が ， 以 上 の 結果 か ら X 遺伝 子 産 物 が
W H V感染 ウ ッ ドチ ェ ッ ク に 於て ， 産生さ れ て い る こ
と が明 らか に な っ た
．
大腸菌 X 蛋白産生系は こ の よ う に ， ウ ッ ドチ ャ ッ ク
血清の 免疫化学的検索 を可能に し たが ， X 蛋白の 蛋白
化学軌 酵素化学的な性質を解明 す るに は ， さ らに 高
収率で よ り X 一 特 異的な産生系が必要 とな る ． そ こ で
次 に ， S P 6一宮乃 ワオ如 転写系． ウ サ ギ網状赤血球 ライ セ ー
ト才乃 びf如 翻訳系 を用 い た X 蛋白の 産 生 を試み た．
V ． S P 6依存性発 現 プラ ス ミ ドの 構成
X 遺伝 子 を無細胞蛋白発現系に よ り産生 さ せ る た
め の発 現 プ ラ ス ミ ド pS P X－1， pS P X－2 は， S P 6 プロ
モ ー タ ー を も つ 発 現 ベ ク タ ー pS P65 の ポ リ リン カ ー
部位に W HV2 の X 領域全て を含 むす る D N A断片を
挿入 す る こ と に よ り構成 し た． S P 6 R N A ポリ メ ラ ー
labeled m a xi－ C e11 1ysate s． Tw e nty JLl of sa mple w a s ap plied to e a ch la n e and
ele ctropho re sed in 15％くwJvISD S－ pOlyacryla mide gel． T he po sitio n of Xprotein
a ndtru n c ated Cpr otein a reindic ated o ntheleft．
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ゼは， S P 6 プロ モ ー タ ー を選択的 に 認識 し て転写 を行
う
．
S P6プ ロ モ ー タ ー 下流 に X 領域を挿入 する こ と に
よ り， S P 6 R N A ポ リメ ラ ー ゼ を用 い て 単 一 な X－
m R N A を高収率 で得， こ れ を ウ サ ギ網状赤血球 ライ
セ ー ト無細胞蛋白合成系 を用 い て 漸 訳させ る こ と に よ
り， X 蛋白が 産生され る と考 えら れ た．
図6 に pS P X－1， pS P X．2の 作製手順 を示 す． ま ず，
W H V2 D N A を， Nc oI部分消化， H in d IIIf肖化し，
X 領域全 て を含 む 668bp 断片を 得， こ れ を r epair し
た ． こ れ と は別に ， W H V2 D N Aを A lu I消化 し X 領
域を含 む508bp 断片 を得 た． これ ら 2つ の 断片 を各 々
Sm aI 消 化 pM S Gプ ラ ス ミ ド に 挿 入 し， M M T V
L T R プロ モ ー タ ー に 対 し X 領域 が順方向に 挿入 さ れ
て い るク ロ ー ン を選択し た． これ を N heI． Sal Iに て
消化， X 領域 を含む断片を 回収後， 予 め X ba I ． Sal
I 消化 して お い た pS P65に T． リ ガ ー ゼ に よ り挿 入，
閉環 した ． こ れ に よ り， S P 6プ ロ モ ー タ ー 下流 に X 領
域 が順方向 に 挿入 さ れ た発 現 プ ラ ス ミ ド pS P X．1，
pS P X－2 を各々 得た ．
VI， 無細胞 X 蛋 白発 現系の 反応条件の 検討
pS P X－1 を用い in uitrok 写系及び翻訳系の 反応条
Table l． Dete ctio n of a nti－X a ntibodyin s er a
fr o m w o odchu cks
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SAg， SA b， a nd cAb w ere dete cted by H BsAg－
RI A， H BsAb－RIA a nd m a xトc ell lys ate im m u n o－
pr ecipitatio n method， r eSpe Ctiv ely． Dete ctio n m e－
thod of xAb w a s ref rr ed to
く一
M ate rials a nd Me一
thods
，，
． No． 5， No ． 11， No ． 13， W 47a nd W C－H C C－
PI W ereindividu als c a rryl ng hepato c ellula r c a r ci－
n om a． ＋ ， pOSitiv ei 士 ， pSe udopo sitiv eニ ー， n eg－
ativ e．
件を検討 した く図 71． pS P X－1 を Hin d IIIf肖化 に よ り
開環 し， 鋳型 と した． 3 2P－ U T P を標識基質と し， 反 応
の 基質濃度依存性 を調べ た と こ ろ く図7－ al， 0．5 m M
が 至適 と な り， X－ R N Aの み の 単 一 の m R N A の産生
が認め られ た． 5，－ CaP 構造の 有無 は転写に 影響 を与 え
な か っ た ．
つ ぎ に 翻 訳反 応 の 経時変化 を み た と こ ろ く図7－b
I， 反 応開始後少な く と も 75分間は， 反応 は時間に比
例 して進行 し， 5，一 C ap 構造の 有無は翻訳反応に 対 して
も 影響 を与え な か っ た ． よ っ て， 以 後は m R N Aに 5，－
c ap構造 を入 れ な い こ と と した．
ウサ ギ網状赤血球ライ セ ー ト翻訳系 で は， 蛋白の 産
生効率 は K＋ ， M g2 ＋ 及 び m R N A濃度 に 大きく依存 し
てい る こ と が知 られ てい る． こ の系で はライ セ ー ト濃
度が 40％ くvノvう 以上 で な けれ ば効率良い 翻訳が得 ら
れ な い こと を考慮 し て， 三 者の濃度依存性を検討 した
と こ ろ く図 7－ C，d， elEK＋コニ 85m M ，EMg2＋コニ 1．5m M ，
EX－ m R N Aコニ 0．017pgJlml が至過渡度で あ る こ と が
明ら か と な っ た ． 至適条件に お い て産生され た X 蛋白
は， S D S，P A G Eで 事実上 単 一 の バ ン ド を与え た く図
8I． こ の 系で の 3 5S．メ チ オ ニ ン の X 蛋白 へ の と り こ
Fig．6． Outlin e ofthe m ajo r stepsin the c o n str u c－
tio n of S P 6－dire cted e xpr es sio npla s mid， pS P X－1
and pS P X－2． T he a ctu al sta rting m ate rial of
W H V2 is pW H 81， Whichisindic atedin Fig． 1．
Fu rtherdetails a rein L LRes ults，，． H ， H in d IIIi
A， AluI三 N， Nc oIニ E， Ec oRIi Sp，Sph Ia nd P．
Pv u H ．
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み量は， 大腸菌産生系 に比 べ 標識基質当り ニ ケタ 以上
上昇 した． こ の ように ， 無細胞 X 蛋白発現系 に よ り，
予 想通 り高収率で選択的 な X 蛋白の産生が可能 と な
り， X 蛋白のさ らに 詳細な解析が可能 とな っ た ． な お ，
pS P X－2 でも同様 な結果が得 られ た ．
Wl． 無細胞発現系 に よ り産 生 さ れ た標識 X蛋白 を
用 い た血 清中抗 X 抗体 の 検出
無細胞発現系産生 35S－ メ チ オ ニ ン 標識 X 蛋白 を用
い て ，大腸菌産生系の標識蛋白と同様 な方法 に て ， ウ ッ
ド チ ャ ック 血 清中 の抗 X抗体 の検出 を試 み た く図
9l． なお， 対照群と して W H V－ C遺伝子 を pS P 65に













挿入 し， 無細胞発現系に よ り産生 さ せ た C抗原 を用 い
た反 応も 同時に 行 っ た
．
無細胞発 現系産生 X 蛋白 を用 い た場合， 大腸菌産生
X 蛋 白 を用 い た 場合 に 比 べ く図 5 レ ー ン 2， 3 と図
9ン， よ り 少量の 標識化合物 の 使用 に よ り， はる か に 明
瞭な バ ン ド を与 えた． W H V非感染血清で は， X 蛋白
の バ ン ド は検出さ れ な か っ た く結果示 さ ずJ． な お， 図
9の 全て の レ ー ン で， ク マ ジブ リ リ ア ン トブ ル ー で染
色さ れ るIgG の H 鎖 と L 鎖 に 一 致す る領域 に ， 2 つ
の バ ン ドが 認め ら れ るが ， こ れ は非特異的な沈 澱に よ
る も の で ある
．
b T R A NS L A T1 0 N
L A T 1 0 N
M露mMつ
4
Fig．7． E ffe ct of c o n ce ntr atio n ofre a ctio n co mpone nts o nin vitrotr a n sc riptio n a nd
in vitn tr a n slation ．
くal Effe ct of conc entratio n of n u cle otide tripho sphate s o nin vitY V tra n SC riptio n．
T he r es ults w e replotted against N T Ps c o n ce ntr atio n s． Ve rticala xisisindic ated
in a n a rbitr a ry sc ale． 0 ， inthe abse n c e ofc ap ping a n alogu eニ ． ，in the pr e senc e of
Cap ping a n alogu e． くbI T im e c o u rs e of in uitro tr a n slatio n． Ve rtic al a xis is
indic ated inoptim alsc ale－ O and ． a r e sa m etoくal． くcHelEffect ofconc e ntr atio n
Of K十 ， M g
2 ＋
， a nd X－ m R N Ao nin vit和 tr a n Slatio n． Produ ctio n of X－ m R N Ao rX
pr otein duringtra n sc riptio n o rtra nslatio n w er e m e a su red by a de n sito m eter afte r
r adio a utography．
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こ の よう に ， 検出感度の 向上 に 伴 っ て， 血清 中の 抗
X 抗体 レ ベ ル の 定量 的な比較も可能と考え られ る．
考 察
H BV がヒ ト に 感染後， 急性肝炎， 慢性肝炎， 肝硬変
を発症 させ ， さ ら に は肝細胞癌の 発症 と密接な関連性
を有し て い る こ とは ， 疫学的に 明ら か と な っ て い る り．
しか し なが ら， H B Vの 感染が 肝癌の発症 に 於て 第 一
義的役割 を持つ の か そ れ と も副次的役割 しか 持 っ て い
な い か は， 分子 生 物学的 レ ベ ル に お い て は何ら明 らか
に さ れ て い な い ． H B V はこ れ まで の 研究か らが ん 遺
伝子 を持 っ て い な い こ とが 明 ら か と な っ て お り6I， が
ん遺伝子 の 宿主 D N Aへ の 挿入 に よ る発癌 の可能性は
明確 に 否定さ れ る． それ ゆえ， H B V と肝癌発生 の 関連
性を解明す る に は， それ以 外の機構 を へ た発癌 の可能
性 を検討す る必 要が あり ， その 端緒 と な るの は， H B V
ウイ ル ス ゲ ノ ム の 塩基配列お よ び コ ー ドさ れ る遺伝子
産物の も つ 基本的性質の 記載 で あ る と考 える．






Fig． 8． Pr odu ctio n of Xpr otein byin vitrotransla－
tio n with the c ell－fr e e e xpr es sio n syste m u slng
rab bit r etic ulo cyte lys ate s． Tw oJLl ofr e a ctio n
mixtu r e s w e r e ap pliedto ea ch la n e s a nd ele ctro－
phore s ed in 15％ くwノvJS D S－pOlya cryla mide gel．
T he nu mbe rsくK dl o n the left inidc ate the
po sitio n of siz e m a rker protein s． Sho wn is a n
a uto r adiogr a m ofpr otein str an slatedin vitYO．
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くヘ パ ドナ ウイ ル スJが存在 してお り， 群内の ウイ ル ス
は宿主 を異 に す る の に 加え， 病理学的性質に も 顕著 な
差異 を有 す る こ と が知られ て い る
．
へ パ ドナ ウイ ル ス
に 属 す る甲B V， W H V， G S H V， D H B Vくdu ck
hepatitis B viru sl のな か で は， W H V は H B V よ り
も強い 発癌性 を有 し2I1 9I， 宿主 ウ ッ ドチ ャ ック は， 感染
後 2 へ 3年 で 肝硬変 を経ずに 肝癌を発症 する こ と が知
られ て い る
．
一 方 ， G S H V は， W H V と極め て 近縁 の
ウイ ル ス で あ るに も かか わ らず， 弱 い発癌性 を有する
に す ぎな い 4榊1． 筆者 らは先 に ， ヘ パ ドナ ウイ ル ス 4種
9 クロ ー ン の 塩基配列， ア ミ ノ 酸配列を定量的に 比較
し， ウイ ル ス に コ ー ドさ れ る 4つ の遺伝子 の進化速度
が各々 異 な り， X 遺伝子 の 進化速度が最 も速い こ と を
明 らか に した 封． また， X 遺伝子 の進化速度が ， H B V
亜 型間と リ ス 肝炎ウイ ル ス くW HV， G S H Vl 間で異 な
る傾向がある こ と を見 い だ した引． X 遺伝子 は非常 に
速 い進化速度 を持ち なが ら も， O R F の ゲノ ム 上 で の 相
対的位置， 分子 量， 蛋白の 一 次構造の基本的特性 な ど
はよ く保存 され て お り， こ の こ とは X 遺伝子 が ウイ ル
ス の 感染， 複製あ る い は肝疾患の発症過程の中で何ら
か の 重要 な性質 を保持 して い る こ との反 映で あ ろう と
考 えた． こ う した こ と か ら， H B Vと肝発癌の関連性 を





重要である と考 えられ る． 筆者ら は， その た め の 第 一
段階と して， X 遺伝子 産生 の わz び才加 で の発現系 の 開
発 を試み た． 出発 D N A は， 先述のよ う な理 由の た め と
卜肝癌と H BV の関連を調 べ る有力な系と され る ウ ッ
Fig．9． Detectio n of anti－ X a ntibody byim mu n o－
pre cipitatio n u sing
35S－ m ethio nin e labeled X
pr otein synthe siz ed by the c ell．fre e e xpr essio n
SyStem ．
Fu rthe rdetails arein
E L




ドチ ャ ック ．W li V系か ら W HV D NA を用い た ．
大腸菌発現 プラ ス ミ ドは， 発現 ベ ク タ ー 内の ねC プ
ロ モ ー タ ー の 直下流 に W H V X遺伝子本来の翻訳開
始 A T Gコ ド ン が くる よう に 構築 し， n O n－fu sed の full
le ngth の X遺伝子 産 生を発現させ る よう に した． こ れ
ま で報告され た X 蛋白産生系は， ほ とん どが 大腸菌蛋
白な どと の融合蛋白 くfused pr oteinl で あ り， X 蛋白
の N 末端部分 を欠 き， そ の 代 わ り に 大腸菌ガーガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ現川I， ア ン ス ラ ニ ル 酸 シ ン タ ー ゼ1幻， 0 乃ゆF
蛋白2uあ る い は S V 40 V P2蛋白71な どの N 末端 を有
し てい る． こ の よう に 蛋白の N 末端部分 を別の 蛋白 で
置換 した場合， 蛋白内の 各領域 を持つ 抗原的性質 は保
持 され る と して も ， 蛋白が， r 分子Jと し て保持 して い





の性質 の 記載に お い て は特に 注意
す べ き と 考え られ る． しか し， n O n－fu sed で full le ngth
の 蛋白の場合， こ の 危険性 は回避さ れ る．
X 蛋白産生は まず JdCiQ宿主 を 用 い ， I P T G添加 に
より脱抑制 くde repre sslさせ る こ と に よ り行 っ た が，
十分な産生 は得 られ な か っ た
．
Kay ら もIa c Z－H Bx
融合蛋白の産生 を同様な系で行 っ て い るが 8I， la mb da
CI遺伝 子 の 系で 報告 され て い る よう な高 レ ベ ル の 発
現2 21に は成功 して い な い ． こ の 原因 と して は， iう X 遺
伝子 と大腸菌の コ ド ン 使用頻度分布 が大幅 に 違うた め
有効な翻訳が で き な い， iり 産生 され た X 蛋白が大腸
菌の内在性 プ ロ テ ア ー ゼ活性 に よ る 分解 され て しまう
こ とが 考え られ る ． X 遺伝子 と大腸菌 コ ド ン 使用 頻度
分布 くOga s a w a ra私信ンの比較 を行 っ た と こ ろ， X
伝 子 内 に頻繁 に 出現す る ア ミ ノ酸 コ ド ン の使用 頻度
が ， 大腸菌 で は低 い な どの 結果が得 られ た が ， 現在の
と こ ろ定量的比較 を行う指療を持っ て い ない た め， こ
の 可能性は肯定も否定もで きな か っ た ． 後者に つ い て
は， わ乃
一 変異株 を用 い て X 蛋白を産生 させ た が， 発現
量が増加 し なか っ たの で否定さ れ た． Chis aka ら1引 は，
ム 坤 8H 株 で H Bx の N 末端 9 ア ミ ノ 酸 を 大腸 菌
叛成 蛋白の N 末端で置換 した 融合蛋白 を用 い て お り
こ れ ら の 差異が筆者 らの 結果と の適 い の 原因とな っ て
い る こ とが 考え られ る．
宿主を 相 承．． 狛ル A 株と し， マ キ シ セ ル 法 を用 い た
と こ ろ X 蛋白 の産生が確認 さ れ た． こ の 方法 は， コ
ピ ー 数 の多い プ ラ ス ミ ド に コ ー ド され る蛋白の産生に
有効である． マ キ シ セ ル 法 に よ り雇生 され た標識 X 蛋
白 を用 い て， ウ ッ ドチ ャ ッ クお よ び ヒ ト血清中の抗 X
抗体の 検索 を行 っ た と こ ろ， 両者 で抗 X 抗体が検出さ
れ た． H B V と W H Vで は， X 蛋 白の 配列が かな り逮
う に も かか わ らず， こ の よ うな交叉 反応性が み とめ ら
れ る こ とは ， 各々 の X 蛋白の抗原的性質に 有意な類似
玉
性 が あ る こ と を 示 唆 す る． 筆 者ら は先 に ， W HV と
H B Vの X 蛋 白 の ア ミ ノ 酸 配列 お よ び ハ イ ド ロ パ
シ ー ． プ ロ ッ ト を比 較 し， 両 者共 ， 蛋 白中央部と N 末
端部分 に 強い 疎水性の 領域 を認 め る な ど， い く つ か の
構造の 類似性を見 い だ した が く結果示 さ ず1， こ の こ と
とも 一 致す る． ウ ッ ド チ ャ ッ ク で の 抗 X 抗体検索の 結
果 を， 他の 血 清中 W HV マ ー カ ー と比 較す る と， S抗
原陽性 で は 8例中4例 で ， S 抗体陽性2例中1例で ， ま
た 担癌個体 く全例 S抗 原陽性J で は 5例中 4例 に お い
て ， X 抗原産生 の 履歴 を認 めた ． W H V感染後 の血清
マ ー カ ー 遷 移の ど の段階で採血 し た の か が 不 明の た
め， 詳細 な検討が でき な い が， M o ria rty ら7，， Kay ら81，
M eye rsら
1 4Jが ， H B Vに 感 染 し た ヒ ト 血 相中 の抗
H Bx 抗体 を検索 した 結果と 比 較す る と， 全体 と し て
の X 抗体陽性血清率 は， ウ ッ ドチ ャ ッ ク の ほ うが 高い
債 を示 した． また ， 担癌個体 の陽性率 は， M o riarty ら
の 肝細胞癌患者の 値 く72．7％1と よ く似た値 で あ っ た ．
こ の こ と は， 肝炎 ウイ ル ス 感染者が肝癌ま で移行する
率が ウ ッ ド チ ャ ッ ク の ほう が と 卜よ り高い こ とと， 何
らか の 関連性が あ る可能性 を示唆す る． ま た， 担癌個
体ま た は患者 で の 陽性率が よ く似た 傭を示 す こ と は，
発癌過程 で の X 蛋白 の 寄与が 二 つ の ウ イ ル ス で似 て
い る こ と の 反映 な の か も しれ な い
． し か しな が ら，
M o ria rty らが X 蛋 白の 一 部に 対応す る合成 ペ プ チ ド
に 対 して調製 し た抗血 清 を用 い て， HBV 感染患者血
清か ら検出した 28 K dの 蛋白は ， 他の研究者 に よ っ て
は 全く検出され な い な ど， 批判的な 見解 も存在する た
め ， さ ら に 検討を進 め る必要がある ．
他の H Bマ ー カ ー と H Bx との 関連 は， 抗 X 抗体と
抗 HBe3 抗体 に緩 やか な相関があり他の マ ー カ ー とは
あま り相関が な い と い う 報告1け や， X 抗体 の 発現は C
抗体 の発現 と相関して い る と い う報告2 3Iな ど相反 する
報告が あり， 現在 の と こ ろ 一 致 した 見解 は な い ． 筆者
ら の結果で は，C 抗体 と X 抗体 の 発現 は相互 に 80％の
確率で 重 複が認 め られ ， 後 者と の 類似性 を示 した．
マ キ シ セ ル 法 に よ り産生 した X 蛋白 に よ り以 上 の
よう に い く つ か の興味あ る知見が得ら れ た が， そ の 産
生量 は X 蛋白の 蛋白化学的 ． 酵素化学的性質の解析の
た め に は 少な す ぎ， また紫外線照射量 の ズ レ に よ り宿
主 蛋白の産生量 の上 昇が み られ る時が あ り， 操作が 煩
雑 な どの 欠点が あ っ た ． 本研究の 後半 で検討 した S P 6－
ウサ ギ網状赤血球 ライ セ ー ト系 を用 い た わ7 び才わで 産 生
系 は， こ れ ら の 欠点の 多く を克服 した． こ れ ま で ， 大
腸菌産生 X 蛋白で行 っ た 免疫学的解析 を g乃 び才わり 産
生蛋白で 反復 し， より 高感度 で良好な結果 を得て い る．
最近 ， X 蛋白 の細胞内局在や蛋白と し ての機能 に 関
す る知見が得 られ つ つ あ り1引叫 ， また X 遺伝子 とが ん
ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝炎ウイ ル ス X 遺伝子 産物の発現
遺伝子 の 機能関連性 を示 唆 す る 報告 もで は じめ て い
る． 今後， X 遺伝子 産生の 蛋白と しての 基本的性質の
記載は， よ り 重要 に なる と思わ れ， 玩H 減れ 産生系 を
用 い た X 蛋 白の 研究は こ の 面 で 有効性 を発揮 す る と
思 わ れ る．
結 論
W E Vの X 遺伝子 を， 玩J扉 和 産生系 に よ り発現さ
せ ， 生成 し た X 蛋白 を用 い て 免疫学的方法 に よ り ，
W 王1 V感染 ウ ッ ド チ ャ ッ ク血 清中 に 抗 X 抗体 を検出
し， 以 下の 結論 を得た ．
1 ， W H Vの X 遺 伝子 全 て を含 む D N A断片 を大
腸菌発現 ベ ク タ ー pK K223－3 に 挿入 し， 発現 プラ ス ミ
ド pK X lO を作製 した．
2 ． pE X lOに コ
ー ド され る蛋白 を マ キ シ セ ル 法 に
よ り発現さ せ ， 挿入 D N A断片特異的な 17 K d， 11 K d
の 二 種の 蛋白 を同定 した
．
フ レ ー ム シ フ ト変異， 欠損
変異 を pK Xl O内に 導入 す る こ と に よ り1 7K d は X蛋
白， 11 K d は C抗原 N 末端部分由来の 融合蛋白で あ る
こ と を明ら か に した
．
3 ． 生成 し た 3 5S－ メ チ オ ニ ン 標識 X 蛋 白 を 含む マ
キシ セ ル 溶 出液 を用 い た免疲沈澱 に よ り， W H V感染
ウ ッ ドチ ャ ッ ク 血清 よ り抗 X 抗体 を検出 した．
4 了X 蛋白発現効率の 向上 と操作 の簡便化 の た め，
S P6一 依存性発現 プ ラ ス ミ ド pS P X－1及 び pS P X－2 を
作製 した．
5 ■ pS P X－1 を S P 6 R N A ポ リメ ラー ゼで 転写後，
ウサ ギ網状赤血球 ライ セ ー トに よ り無細胞的 に都訳さ
せ ， X 蛋 白を高収率 で し か も簡便 に 産生させ た． 産生
した X 蛋白 に よ り ， 抗 X 抗体 を大腸菌産生系 に 比 べ
高感度 で 検出 した． pS P X－2 で も 同様 な結果 を得た．
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